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Die Erfindung betrifft ein gentechnisches Verfahren zur Herstellung von Glucose-Dehydroqenase Dabei 
s Tchd'em r r w, kUl,iVier,en Wirtsorganismus das Enzym G.ucose-DehydCnase isoS 

DNAtTha^t line SenZ 2 ^ entSpreChender r ^ombinanter DNA transformer! wurde. Die" rekombinante 
m*7J S I T! ■•• L 3U i emem Gen ° m VOm Bacillus me 9aterium stammt und fur ein Polypeptid 
mil der biologischen Aktivitat der Glucose-Dehydrogenase codiert ypeptia 

Die Erfindung betrifft weiterhin die Bereitstellung einer DNA-Sequenz, die fur ein Polypeptid mit der 
b,olog.schen Aktivitat des Enzyms Glucose-Dehydrogenase codiert oiypept.a m,t der 

W lunn A H r f p r 6 ™?,? 6 Erfin , dUn9 Klonierun 9 s - und Expressionsvektoren zur Verwendung bei der Herstel- 
IrlLn v S VP ! P d ! ^ biol °9 ischen Aktivit * des Enzyms Glucose-Dehydrogenase sow^e m t 

r d ^nrhr h :z r e a r rm,erte wirtsoraanism - «£. ™* 

SchlieBlich betrifft die Erfindung die Verwendung der zur Expression gebrachten entsprechenden 
Polypeptide fur die Bestimmung von Glucose. Der Ausdruck "Polypeptid mit der biolcgLhen A^vSt des 

derTl? UC n 6 - Dehy n dr h ° 9 r Se " beZ6iChnet 6in P0,yP8ptid b2W - Protein " desse " Aminosaure-Sepuenz 
der nativen Glucose-Dehydrogenase aus Bacillus megaterium-Stammen entspricht, ahnlich zu dieser 

^^pSt^^r'T^-'^ Tei ' bereiCh M - Ana '°9 eS 9 j,t auch fUr so,ch * erfindungsge- 
maRen Polypeptide, in denen die native Sequenz nur einen Teilbereich darstellt 

w ata , NAD ^ DP u abhan9i9e Glucose - D ehydrogenase (E.G. 1.1.1.47) im folgenden Glucose-DH benannt 
katalys.ert die Umsetzung von ^-Glucose zu Giuconolacton, wobei der Co-Faktor NAD zu NADH 2 reduS 
7,L? aS Kf IChnet SiCh dUrCh h ° he Subst ^pezifitat in Bezug auf 0-D-Glucose aus. Epimere 

NAD abh^'n Hauptanwendun 9 enzyms liegt in der medizinischen Diagnostik 

NAD-abhangige Glucose-DH kommt in einer Reihe von Bacillusarten vor. Die Bildung dieses Enzyms 

"olSn'sir W ' ^T VSi0l T Chen SteUerUn9 ' d 65 Wird nur wahrend -nerkurzen PhasTder 
Sporulation synthet.siert. Zudem ,st Glucose-DH in den meisten Fallen mit NADH 2 -Oxidasen vergesellschaf- 

udelnu^h BeSt, T Un9 GIUCOSe nach d -°9- G.ucose-DH-Methode empfindlich stored d Sich 

klass'che M^LZ T T \7 ** ™ ™^ ^ d@ AuSbeuten an Enz * m mittels ublicher 

klassische Methoden und unter Verwendung von Bacillus-Wildstammen sehr bescheiden sind (0 01 bis 

rT ■ w derT KU,tU ?, M " Hi ^ H bekannter Stammverbesserungs-Methoden lassen sich Stamme^k^ 
dlhschni tt rh P T e G,u u c t 0S f.: DH - B '' dun 9 ^ unabhangig von der Sporulationsphase feststel.bar ist 
durchschnmiiche Enzymaktiv.taten 1 b,s 10 Units/ml Kultur), jedoch konnen solche "entkoppelten" Stamme 
tacht revertieren, d.h. zum ursprunglichen Sporulationsverhalten zuruckkehren, so daB ein steter und 
oftmals langwienger Aufwand betrieben werden muB, um Sporen- und Glucose-DH-BNdung vone nander 

785 789 I Tm^nTT 9 * ^ 1983 ' Pr0C ' NatL Acad ' Science "uSA Vol 80 

n^ n f ro? n cod-erendes Gen einschlieBlich seines Promotors aus Bacillus subtilis zu isolieren 
r P oJni; H s P 0rulat ' o ^unabhangig zur Expression zu bringen, jedoch erwies sich dieses Enzym im 
Ta^T^SsTZrT v'f'-X Glucose - DH "berraschenderweise als recht instabil (Ramale" 
Vasantha 1983, J B ol. Chem., Vol. 258, 20, 12558-12565). Hohe Enzymstabilitat ist aber gerade erforder 

n SCh ? llen Und re P roduzierba ™ Glucose-Bestimmungstest durchfuhren zu konnen 

die llTZTl ?l S ° mit AU l 93be ZU9rUnde ' Sin 9 en technologische S Verfahren bereitzustellen, das 
die echmsche Herstellung einer stabHen Glucose-Dehydrogenase in groBen Mengen und in verbesserter 
Qualitat ermogl.cht. Diese Aufgabe wurde wie nachstehend angegeben gelost veroesserter 

PhJi^T* 8 ^ WUrdS 9efunden ' daB durch Anle 9en einer Genbank von Bacillus megaterium in einem 
Bereic Z n°H V ° r2U , 9SWe ; Se X ; EMBL - 3 ' suk2essiv « Verkleinerung des das Strukturgen tragenden DNA 
Bereichs und jeweil.ge Transformation eines Wirtsorganismus, insbesondere E. coli, mindestens zwei 
unterschiedhche Strukturgene getrennt erhalten werden konnen, die letzt.ich zur Expression vo3S^ 
zwe, unterschiedhchen Glucose-DH-lsoenzymen in verbesserter Qualitat und Quantitat fuhren m ' ndeStenS 
nM4 Wa h ' end der . eine identifizierte Glucose-DH codierende, 2100 Basenpaare (bp) groBe DNA-Bereich in 

a. l"984 d FEBsTr T« t ^ G ^° S ^ v0 " entspricht ( any et 

imiil o 5; 6 " 10> ' entha " d3S andere 1100 b P 9ro6e DNA-Fragment die in Figur 1 

Enzvml bLTnt QU T- daV ° n ab98leitete Und durCh ^oteinsequenzierung des aufgereinig ten 
SkTnte ? 9 T 6 Aminosaurese q^nz ist in Figur 2 wiedergegeben. Die Abweichung gegenOber der 
daraestS ^ZZ ,7 ^ UnterSchiede in den ««™ * Aminosauren'sL 9 in Figu" 7 

PJH11 ^1 und Ba ^ 2 7 a " dlese H y ersc f led ^^ DNA-Fragmente in hierfOr geeignete Plasmidvektoren (z. B. 
PJH 11 und pJH211) em und transforms entsprechende Wirtsorganismen, vorzugsweise E. coli-Zellen so 
erhalt man allein durch einen in E. coli aktiven bacilluseigenen Promoter in be'den Fallen G ucose-DH- 
Enzymaktivitaten von 0.05 bis 0.5 Units/ml Kultur. vorzugsweise 0.09 bis 0.2 Units/ml Kultur [Ss SeZ 



3 



BNSDOCID: <EP ^0290768B1J_> 



EP 0 290 768 B1 



10 



15 



20 



die Werte die nach klassischen Methoden fur Bacillus-Wildstamme erreicht werden konnen, bereits mind. 
^ FaSor 5 Durch Einbau des bekannten regulierbaren X-P L -Promotors vor das jewe.l.ge Strukturgen 
aTsen sS, Uberraschend hohe Enzymaktivitaten messen: 30-65 U N ^^:SLm 1 5 
Units/ml Kultur bei Verwendung des neuen Polypeptids gemaB F.gur 2 be, E col. N J 00/ P p R ^P^ 1 ^' 
und 20-40 Units/m. Kultur, vorzugsweise 25-35 Units/m. Kultur bei Verwendung , es der 
bekannten Sequenz bei E. coli N100/pRK248/pJH215. Diese Werte l.egen ca. 500mal hoher als d,e 
Sucose-DH .Ausbeute bei Bacillus-WNdstammen und ca. 5-10mal hoher als bei den aufwendig zu entw,k- 
2l^.^oru^r£ppeKen Baci.lus-Stammen. Eine typische Wachstums- und Expressmnskurve ,st ,n 
Fin.,r ft PYPmolarisch fur E coli N100/pRK248/pJH1 15 wiedergegeben. 

9 Lben de P "etlh ichen AktivitaLteigerung weist das erfindungsgemaBe Verfahren aber auc :h noch 
w^itere Vorteile auf So entfallen alle Sporulationsprobleme in E. coli. E.n nach dem neuen Verfahren 
n^e^r^WrtSLnm laBt sich somit wesentlich einfacher und wirtschaftlicher verwenden. Ferner zeigen 
^ZZJTTL* dem neuen Verfahren Glucose-DH-produzierenden E. coli-W.rtsze.len kemerle, 
Xn^CTfrtae. farblose F.ussigkeit), wahrend die Rohextrakte, hergestellt nac , konvent.oneller - A* 
s tarrduSun bis schwarz gefarbt sind und einer weiteren Aufreinigung bedurfen. Em nach de« -neuen 
oentechnoroqischen Verfahren hergestellter Rohextrakt enthalt ferner keine nennenswert storenden NADH 2 - 
Sasen Z Retnheit bezuglich Fremdproteingehalt ist aus Figur 9 abzulesen. Die die rekombinante DNA 
e^SSdS vSSLellen weisen weiterhin eine erstaun.ich hohe Plasmidstabilitat auf; auBerdem ze.gen d e 
S!lCn^Son»P«^"» eine 9 ute Enzymstabilitat, die fur diagnostische Zweckj ^r^ se^ 
STXer ist ein weiterer deutlicher Vortei. gegenuber dem bekannten Bac-.lus subt.hs/E. col.-System 

f6St Date^ndungsgemaBe Verfahren weist also entscheidende Vorteile gegenuber dem Stand der Technik 



Geaenstand der Erfindung ist somit ein Verfahren zur Herstellung von Glucose-DH durch Kult,v,erung 
einef r rekombLnter DNA transformierten mikrobiellen Wirtsorganismus in einem Nahrmedium und 
isohelg der z^r Expression gebrachten verschiedenen Polypeptide, das sich dadurch kennze,chnen laBt. 
STwrSonJanismus eingesetzt wird, der eine aus dem Genom von Bacillus megatenum isolierte DNA- 
SequTnz gemaB Fig. 1 enthalt, die fur ein Polypeptid mit der biologischen AMKntat des Enzyms Glucose- 
DH und der Aminosaure-Sequenz gemaB Fig. 2 codiert. Poivneotid mit der 

Gegenstand der Erfindung ist ebenfalls die DNA-Sequenz gemaB F.gur 1, d.e fur em Polypept.d m.t 
bioloaischen Aktivitat des Enzyms Glucosedehydrogenase codiert. 

SegeZL der Erfindung ist auBerdem das Plasmid pjHUl. welches d.e fur das G.ucose-DH- 
Polypeptid codierende erfindungsgemaBe DNA-Sequenz enthalt. aesam te 
Gegenstand der Erfindung ist ferner ein rekombinantes Express.onsplasm.d, m dem der gesamte 
codierende BeLh des G.ucose-DH-Gens unter Kontrol.e des x-P,-Promotors stent und d.e gesamte DNA- 
Seouenz des Glucose-DH-Gens bestimmt. ErfindungsgemaB konnen anstelle des X-Pu-Promotors als 
Ep"e S sionV-Kontroll-Sequenz ebenso ein E. coli Promoter-System wie das E. col, .ac-System, das E col, 
Expressions rxoniroMO M o v<;tem oder der E co li Lipoprotein-Promotor, erne Hefeexpressions- 

KoS^^ XUsions-KonL-Sequenz verwendet werden. Wichtig 

„ S da ef nur d e funktionelle Verknupfung des Gens mit der Expressions-Kontroll-Sequenz sow.e d.e 
Auswaht einer geeigneten Expressions-Kontroll-Sequenz fur einen bestimmten W'rtsorgan.smus 

Gegenstand de'r Erfindung ist insbesondere das Expressionsplasm.d pJHI 5 welch es d ^e fur da 
Glucose-DH-Polypeptid codierende erfindungsgemaBe DNA-Sequenz e.nschl.eBl.ch des X-P u Promoters 

45 Gegenstand der Erfindung ist auBerdem das die biologische Aktivitat der Glucose-DH aufweisende 
PoIvmS mrt der in Figur 2 angegebenen Aminosauresequenz, das bei der Expression unter den 
qenannten B^ingungen synthetisiert werden kann. Gegenstand der Erfindung ist auch der d,e erf.ndungs- 
^B?DNA en 9 th a ?ende Wirtsorganismus, insbesondere E. co.i N100/ P RK248/pJH115, in welchen das 

50 ""Z^TZZ!^^ « Verwendung des erfindungsgemaBen Polypeptids zur 

G ^^^^:^T^ der iso.ierten G.ucose-DH-codierenden DNA-Sequenz aus 
BaciHus megaterium als Sondenmolekul in Genbanken Glucose-DH bildender M.kroorgan.smen das ent 
Send Ge identifiziert und aus diesen Genbanken isoliert werden. Auf diese Weise ist auch d.e 
55 HStetng von Pdyplptiden mit der biologischen Aktivitat des Enzyms Glucose-DH von anderen M.kroor- 
aanismen z B Bacillus subtilis, in beliebiger Menge mogl.ch. 

A^ GIucose-DH liefernde Spez.es dienen Mikroorganismen der Art Bacillus megatenum sow.e deren 
MutanL o2r Varianten. welche die entsprechende genetische Information besitzen. Stamme d.eser Art 
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DSM as/ 3 " 0 * aUt ° riSierten H'nterlegungsstellen hinterlegt, z.B. DSM 321, DSM 322, DSM 333 Oder 

er Ste ? l ^! t M r r niSmen ' Q,ucose - DH codierende DNA transformiert werden konnen, kommen in 

erster Lin.e M.kroorgan.smen, aber auch pflanzliche, tierische Oder menschliche Zellen in Betracht Vor- 

sSZn,elTeZ: ber M*™^ 5 ™" ^ Bakterien ' "«*»" -dere Pi.ze, insbesondte E col 

Das erfindungsgemafie Verfahren wird bevorzugt wie folgt durchgefuhrt 

Zunachst wird chromosomale DNA aus Bacillus megaterium-Zellen (Anzucht siehe Beispiel 1) mit Hilfe 
l.teraturbekannter Methodik isoliert und aufgereinigt (Beispiel 4). Die chromosomale aus Baci! us m'gafe^ 

r" t' *2 6 h T HHfe V ° n hierf0r 9eei9neten Ublichen und bekannte ". f " der Regel SSSSn 
Res nk tionsendonucleasen in an sich bekannter Weise partiel. hydrolysiert. Vorzugsweise wi?d WerfU Sas 
Restnktionsenzym Sau3A eingesetzt. Die Hydrolyse wird so gesteuert, daB haupLchlich FragrTnte mit 

Z -LT 96 Z :TT 9 22 KMObaSen (kb) ' ™hr als 14 kb erhaL werden, da diese sS 

besonders vorteilhaft zum Einbau in die DNA eines Phagenvektors eignen. Zie. ist es, zur K.onierung des 
Strukturgens der Glucose-DH eine Genbank des entsprechenden Bacillus-Stammes mit Hilfe ei^es geelne- 

T* STm 5 , 3 T? 9 ° n n H ' erf ° r dient vor2u 9 sweise ^r bekannte Phagenvektor x^BU* HSf 
et al., 1983, J. Mol. B,ol. 170, 827-842). Die DNA des Phagen wird wie in Beispiel 3 naher beschrieben 
prapanert und nach bekannter Weise mitte.s ub.icher Restriktionsendonuc.easen, ^VelTs^ 

Tn d e sTh de ;r ei ' i9 6rhaltenen DNA - Fra 9 me "te wird mittels Ge.e.ektrophorese bes^mm" 

In die Schmttstelle der Phagen-DNA werden nun die passenden DNA-Fragmente aus dem Bacillus- 

etreLTTSsot'sro ^'' 6 ""^ 5 ?" 2 ^ 6, T^-DNA-Ligase, in'an sich bekanmer We se 

e.ngebaut (Be.spiel 5). Die so erhaltenen verschiedenen neukombinierten Phagen-Molekule werden in 
emem zu ihrer Vermehrung befahigten Wirtsorganismus, vorzugsweise E. co.i, insbesondere E coTSSs^ 

n C b l R ,r C C Y o r d 2C <f X3) (A h TC k 3 \ 639) tranSdU2iGrt Und in bek -^erweise kloniert (Arber et a^S, 
Lll h ' n ?l ,nQ Harb ° r Mon °9 ra P h ^ 4 33-465). Die Transformation von E. coli-Stammen 
DifZJf ZB - " acbder Calciumchlorid-Methode vorgenommen und ist im Beispiel 6 naher erlautert 
D.e Ident.f.zierung des Glucose-DH-Gens erfolgt durch Nachweis der EnzymaktivitSt im Lysat der neuent- 
s tandenen Phagenklone mit Hilfe eines spezifischen Filtertests auf Basis der einga^gs blschriebenen 
G.ucose-DH-Nachweisreaktion. Die Bi.dung von NADH 2 , die mit der Qluco^DH^id^Snh3^SE 

S^SrTiS S" AUf, r n ; 0n RU0 — si 9" al - der auf Fi.terpapier aufgebrachten^dur 
Phager Mys.erten Zellen (Plaques) nachgewiesen (Beispiel 9). Aufgrund dieser ggf. zu wiederholenden 

ITLZ * ^ f0, t 9ende D n Arbeitsschritten ™ Anwendung kommen, konnen TchlieBlich Phagtklone 
m.t reproduzierbarer pos-t,ver Reaktion identifiziert werden. Zur Bestatigung des Ergebnisses wird HUsJ 
glysa des .soherten Klons spektra.photometrisch (334, 340 Oder 365 nm HG) untersucht J?Z w*Zr 

Honn '? , 98 Tt Da ? ei W6rden die 3US d6r Lit6ratur bekannten Daten erhalten (Pauly efa! 1975- 
Hoppe-Seyler's Z. Physiol. Chem. 356; 1613-1623). 

vrJO?- 61,16 Konzentrierun 9 der Glucose-DH-DNA innerhalb der rekombinanten Phagen-DNA zu erreichen 
d TfZ Q ' nem rT n ArbeitS 9 a "9 die Subklonierung vorzugsweise in Plasmiden Hierzu wird wTeTemm 
die rekombmante Phagen-DNA partiel. mit Restriktionsendonuc.easen, vorzugsweise Sau3A, wie aSS 

Ss ol pr s irj:i:;;? me r von , e r r kb Gr5Be entstehen - ais ka n n lm e ^s 

rt^?«h ! ?«T^- ?L ' W 68 be ' 6inem Einbau VOn DNA -Fragmenten der angegebenen GroBe 

a 97? Gene 2 sTl^T^ ^ 96619,164 '* P ' aSmid pBR322 < Herkunft: Bo,iva ' « 

Die PhToen dL Rfnm^t ^ H S VOr2U9Sweise mit der Restriktionsendonuc.ease BamHI anverdaut wird. 

V^^^ ^nT^rT^ nUn m ^ SiCh b6kannter WeiSS mit dem aufgeschnittenen P.asmid- 
Vektor Hg.ert (Be,sp,el 5). M,t den L,g,erungsprodukten wird ein beliebiger, zur Transformation ceeianeter 
und m emer anerkannten Hinterlegungsstel.e erhaltlicher Wirtsorganismus, vorzugsweise E co ' SbTche 
We.se transformiert (Beispiel 6). Die so erhaltenen Kolonien werden dem Glucose-DH-Enzym^est (Be ispie 
9) un erworfen. Dabe, zeigen mehrere Klone eine positive G.ucose-DH-Reaktion. Eines der LgmndeSn 
de Plasmide besitzt erne GroBe von 10.2 kb und wird mit P JH 107 bezeichnet. Zum Zwecte der 

EcoR. ^r^H^,,^ cT' d ,, r- 8 :- Si H h b6kannt6r WeiS6 dUrCh die "-^^onsendonucfeasen 

mit 5800 bp ermitteit - Fi9 - 3 9ibt - -Ltionrrs 

Zur weiteren Eingrenzung des Gens auf dem rekombinanten Plasmid wird in folgender Weise vorae- 
?echnik T 6 ' VerfahrenSW6ise 0ben u " d ^ den Beispielen beschrieben Oder AJ^Z^Z 
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- Verdauung von pJH107 mit Restriktionsendonucleasen, die mil hoher Wahrscheinlichkeit nicht im 
<?tmktumen schneiden. Vorzugsweise kommt hier Sphl zum Einsatz. 

- B bl Td e n Piasmid-Vektot pBR32 2 und Transformation und ' | Klo ^7^es^^o = ^ 
vorzugsweise E. coli RR1. Neukombinierter erfindungsgemaBer Plasm.d-Vektor. pJH 108, enthalt e.n 
ca 3000 bp groBes Passagier-DNA-Fragment (Figur 4). Bei der Restriktionsanalyse werden vorzugs- 
weise die Endonucleasen, Sphl, Clal, EcoRI und Hindlll eingesetzt. 

- vprdauuna von pJH1 08, vorzugsweise mit Hindlll. . 

- Bnbau in den pLmid-Vektor P BR322 und Transformation und Klonierung eines Wirtes, vorzugswe.se 
E. coli. Neukombinierter erfindungsgemaBer Plasmid-Vektor: pJH111 (F.gur 5) 

Der Plasmid-Vektor pJH111 enthalt wie die Restriktionsanalyse ze.gt, nur noch e.n 1100 bp groBes 
Passag er-DNA Fragment neben dem 5500 bp goBen Rest-Plasmid. Die entsprechenden E coHte 
LTgen Glucose-DH'Enzymaktivitat. Eine weitere Verk.einerung des DNA-Fragmentes fuhrt zu ■ vo««^J 
Verlust der Enzymaktivitat. Das Gen fur die Glucose-Dehydrogenase .st also auf dem 1100 bp-Fragment 

'^"DieBestimmung der Nukleotidsequenz des G.ucose-DH-Gens erfolgt beispielsweise nach der Methode 
von Maxam und Gilbert (1980, Methods Enzymol., 65, 499-580). Bei dieser Methode w.rd rad.oaktv 
markierte DNA in vier verschiedenen basenspezifischen Reaktionen partiel. gespalten, d.e SpjHprodu te 
werden auf^einem denaturierten Po.yacrylamidgel getrennt und die Sequenz nach anschheBender Autora- 
dioaraohie in an sich bekannter Weise ermittelt (Beispiel 7). 

9 Se Sequenzierungsstrategie ist in Figur 5 abgebi.det. Die dem Strukturgen zuzuordnende neue 
erfindungsgemaBe Nukleotidsequenz ist in Figur 1 wiedergegeben. pnt<;oricht derieni- 

Figur 2 zeigt die aus der DNS-Sequenz abgeleitete neue Am.nosauresequenz. S,e entspncht derjeni 
gen, die durch Protein-Sequenzierung des aufgereinigten Enzyms erhalten w.rd. 

Die Expression des erfindungsgemaBen Polypeptids gemaB F.gur 2 in e.nem E. col -W.rt unter 
Ben^una des Plasmidvektors pJH111. aber ohne einen spezifischen E. coli-Promotor fuhrt, w.e oben 
Lqeceben z ^ E zymaktLaten von durchschnittlich etwa 0,1 Units/ml Ku.tur. Urn zu einer gewunschten 
Srp oduktion zu kommen, wird ein Expressionvektor benutzt. A.s Expressionsvektor 
se dMRI (Herkunft Rimmler, 1985, Dissertation, TH Darmstadt) in Frage. D.eses Plasm.d, welches aus den 
LCLSanTn P^asmiden P DS26t und P Plc28 ^i^e^ ^^X^ 
Das Plasmid pPlc28 sowie das zur Klonieung verwendete W.rtsbakter.um E. col. W6 sind a us der 
IroDaiscnTn Patentanmeldung EP 00 41 767 bekannt. In E. coli W6 ist der X-P L -Promotor durch den 
m omal codferten C-RepLsor reprimiert. pJHUI wird mit Hindi.. ^^S; 
maBe 1100 bp-Fragment wird nach praparativer Gelelektrophorese uber "low melting Agarose n an , sich 
bekannter Weise isdiert. P MR1 wird ebenfa.ls mit vorzugsweise Hind... hydrolysiert : unc « d» 3paHpr«.uWe 
werden in ublicher Weise ligiert und in E. coli W6 transforms (Remaut et al 1981, G ^^ p ^ n 9 2 er D ^ 
P,asmid-DNA wird, wie angegeben (Beispiel 3) isoliert und ein beliebiger ^JJ^^S'SlmS 
einer anerkannten Hinterlegungsstelle erhaltlicher E. coli-Stamm, in den .n bekannter Weise das Plasmid 
o*K2™meTnn- Bernard et al. 1979, Gene 5, 59-76) einkloniert wurde, transformiert. Letzteres tragt das 
Gef^r den tem pe e ratur sensitiven X-Repress^r und fur die Tetracyclinresisten. Das -ukonstruierte 
ertindulsqemaBe Plasmid tragt die Bezeichnung pJH1 1 5. Seine Konstruktion ist in Figur 6 wiedergegeben. 
Der eZungsgemLe Wirtsorganismus tragt die Bezeichnung E. coli N100/pRK248/pJH1 15. Emndungsge- 
m^B kann auf die Anwesenheit von pRK248 verzichtet werden, wenn Wirtsorganismen herangezogen 
werden konnen bei denen der X-Repressor chromosomal codiert wird (z.B. E. coli W6). Der erfmdungsge- 
mlee Wirtsorganismus zeigt die oben und in Figur 8 angegebenen uberraschend hohen Express.onen. E,n 
; tvDisches Expressionsexperiment ist in Beispiel 10 dargelegt. 

Die Unterschiede der fur Glucose-DH codierenden erfindungsgemaBen DNA- bzw. der daraus abgele,- 
tete ^ SSIz im Vergleich zur bekannten Glucose-DH legen den Sch.uB nahe, daB neben dem 
^entrn^ngsgemaBen Enzym noch ein zweites Enzym bzw. Gen in Bacillus megatenum ex.st.ert. D.e 
dentLle ung vonTsoenzymen der Glucose-DH erfolgt durch Hybridisierung fi.tergebundener DNA aus 
o Baci us megaterium mit dem radioaktiv markierten 1 1 26 bp Hind.ll-Fragment des Gens (Be.sp.eto 7 und 8Y 
ZuTesem Zwe C K wird in an sich bekannter Weise chromosoma.e DNA mit der Restr iktio nsendonuklea e 
hL.H hydrolysiert, gemeinsam mit DNA-Langenstandards auf ein 1 % ^ n 
Nitrozellulose ubertragen. Als Langenstandard dient neben der durch Eco Rl hydrolys.erten SPP1DNA« 
Gemisch aus pJH108 (Sal l-Sph I hydrolysiert) und pJH111 (Hindlll hydrolysiert), wodurch e,ne GroBenbe- 
5 Sr^ng hybr disierender Fragmente nach der Autoradiographie ermog.icht wird. Hybr.d.s.erungs techn, 
und Autorad^graphie sind, sofern nicht in den Beispie.en naher er.autert. Stand der Techn.k bzw^ fur den 
Fachmann in einfacher Weise daraus ab.eitbar. Aus dem Autoradiogramm ^ 

eingesetzten Gensonde entsprechenden 1100 bp intensiven Bande schwachere Banden be. 2100 und 5000 
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bp identifiziert werden. Damit ist gezeigt, daG Bacillus megaterium mehr als eine G.ucose-Dehydrogenase 

kanrrtinSiin 11 " 9 T*? G,UCOse - DH entsprechend der Fragmente zwischen 1300 und 5000 bp 
kann pnnz, pi ell w.e oben fur das 1100 bp-Fragment ausfuhrlich beschrieben durchgefuhrt werden Als 

2 Z£%££ f^tTn p i? 8 ( rr kunft: Viera et aU 1982 - Gene 19 - 259 >- Man -^SSbiS 

das neue Plasmid pJH211 (Figur 11) welches e.n 2100 bp DNA-Fragment enthalt und das in E coli zur 

tZ h ? U T?" DH fUhrt (d3S 9leiChfa " S mit der Gensonde nybridisierende 5000 bp Fragmen 
kann hierbe, n.cht erhalten werden). In an sich bekannter Weise, bzw. analog zum oben beschr ebenen 
1100 bp-Fragment wird die DNA- bzw. Proteinsequenz des zweiten Glucose-DH-Gens IrM Sie 
entspncht dabe, vollkommen der bekannten Sequenz der Glucose-DH. In Analogie zum XcL oh 
produz,erenden. erfmdungsgemaGen E. coli-Stamm E. coli N 10 0/pRK248/pJH1 15 kann ein entsprechende" 
Uberproduktions-Stamm fur die zweite Glucose-DH konstruiert werden: E. coli N1«*R.CmS^S£ 
erfmdungsgema ,n groGen Mengen qua.itativ hochwertige Glucose-DH, wobei die EnzymaktiS ca 20 30 
% niednger ,st als ,m System E. coli N100/ P RK248/ P JH1 15. Die Stabilitat beider Isoenzyme ist zwischen 11 
und 50 • (Vonnkubation) annahernd vergleichbar zwiscnen 

AbkLfnge^^ende?' ^ BeiSPie ' en ^ ^ ^ ^ M ^ *»<9ende 



A 

A 5 78 
A 5 78-E 

Ap R 
APS 
b 

Bis 

bp 

BSA 

C 

Ci 

cpm 

Da 

DNA 

DTT 

EDTA 

E. coli 



Adenin 

Absorption bei 578 nm 
Absorptionseinheit bei 578 nm 
Ampicillinresistenz 
Ammoniumperoxodisulfat 
Base 

N,N,N\N'-Methylenbisacrylamid 
Basenpaar 

Rinderserumalbumin 
Cytosin 

Curie (2.22 • 10 12 Zerfalle pro Minute) 
Zahiimpulse pro Minute 
Dalton (g/mol) 
Desoxyribonukleinsaure 
Dithiothreitol 

Ethylendiamintetraessigsaure 
Escherichia coli 
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G Guanin 
galK Galaktokinase 
k x 10 3 

I Liter 

Nicotinamid-adenin-dinukleotid 

Nicotinamid-adenin-dinukleotid-phosphat 
Polyethylenglykol 
Umdrehungen pro Minute 
Sekunde 

Natri u m dodecy I s u If at 
Thymin 

Bakteriophage T4 
Tetracyclinresistenz 
N.N.N'^'-Tetramethylethylendiamin 
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan 
Transfer-Ribonukleinsaure 
Einheit der Enzymaktivitat (Unit) 

sind! m f °' 9enden Abbi ' dun9en er,Mutert " in denen ein *^ Teilbereiche der Erfindung dargestellt 

Figur 1: DNA-Sequenz des Glucosedehydrogenase-Gens aus Bacillus megaterium 
Aminosaure-Sequenz des Expressionsproduktes von pJH1 11 bzw pJH115 
Restriktionskarte des Plasmid-Vektors pJH107. Eingezeichnet sind die eindeutig zugeord- 
neten Restnktionsschnittstellen. Die GroBe der Passagier-DNA betragt ca 5800 bp Das 
Plasmid pJH107 ist konstruiert aus dem BamHI-verdauten Plasmid pBR322 und der Sau3A- 
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Figur 2 
Figur 3: 
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hydrolysierten Konstruktion aus chromosomaler DNA und X-EMBL-3 Phagen-DNA. 
Restriktionskarte des Plasmid-Vektors pJH108. Eingezeichnet sind nur die eindeutig zuge- 
ordneten Schnittstellen. Die GroGe der Passagier-DNA betragt ca 3000 bp • Plasm.d 
pJH108 ist konstruiert aus einem Fragment von pJH107 (Sphl hydrolys.ert) und PBR322. 
Sequenzierungsstrategie des 1126 bp-Fragments aus pJHUI. Die Pfeile > geben d.e Gro Be 
der jeweils identifizierten Sequenz an. Das Plasmid pJH111 ist konstruiert aus dem Hindlll- 
verdauten Fragment von pJH108 und pBR322. , r . uea 

Konstruktion des Plasmid-Vektors P JH115. Dieser ist konstruiert durch H.ndlll-Hydrolyse 
von pMR1 und pJH111 und anschlieBende Ligierung. 
10 t)ia: Beta-Lactamase; gdh: Glucose-DH; 

Terminator; galk: Galactokinase; 
Promotor-Operator-Region (\-P L -Promotor) 

Replikationsursprung . 
Proteinsequenzvergleich zwischen Glucose-DH, basierend auf 1100 bp-Fragmen (a), und 
Glucose-DH, basierend auf 2100 bp-Fragment (b; bekannte Sequenz). Dargestellt s.nd d.e 

WaXt?mrun 0 d S ^ession S kurve von E. coli N100/pRK248/pJH115. Bakterienwachstum 
in 20 ml LB-Medium (Beispiel 1) bei 28 ■ . Bei einer optischen Dichte von 0,5 A 57 8-E wurde 
die Kultur in ein 42 • -Wasserbad uberfuhrt, je 1 A 578 -E Zellen entnommen und d.e 

lZpr^^TZT&ucose6e^6rogenase in E. coli N100/ P RK248/pJH1 15. Proteintren- 
nung auf einem 12,5 % SDS-Polyacrylamidgel 
Zellprotein vor der Induktion 
0,5; 1-5 und 10 h nach Induktion 

Auto^aSamm der Hybridisierung chromosomaler DNA aus Bacillus megaterium mit dem 
radioaktiv markierten 1100 bp-DNA-Fragment aus pJH111 bzw. P JH115 nach 12 h Expos.- 

tion. 

Chromosomale DNA (Bacillus meg.), Hindlll-hydrolysiert 
30 Spur z: Chromosomale DNA (Bacillus meg.), unhydrolysiert 
SPP1 -Langenstandard 
Gemisch aus je 10 ng: 
pJH108, Sall-hydroiysiert 
pJH108, Sphl-hydrolysiert 

11 pJH1 11, Hindlll-hydrolysiert -^^ n 

Restriktionskarte von pJH211. Nur die zur Restriktionsanalyse verwendeten Schni^elten 
sind eingezeichnet. Das Plasmid pJH21 1 ist konstruiert aus pUC18 und H.ndlll-hydrolys.er- 
ter chromosomaler DNA. IU ... /uinHin 

Restriktionskarte von pJH215. Das Plasmid pJH215 ist konstru.ert aus pJH211 (Hindlll- 

40 hydrolysiert) und pMR1. 

Bezeichnung wie in Fig. 6. _ 
Die folgenden Beispiele sollen die Erfindung naher erlautern. Die Temperaturen s.nd durchweg in Grad 

Celsius angegeben. 
45 Beispiel 1 Anzucht von E. col'.-Bakterien 

a) Zur Praparation von Plasmiden in mg-Mengen erfolgt die Anzucht von E^-Bakterien im 11 MaBstab 
fn Voll-(LB) Oder Minima.medium <M9). Zu diesem Zweck wird 1 I Medium m.t 5 ml e.ner sta t onaren 
Vorkultur beimpft und unter standigem Schutteln ca. 18 h bei 37 • b.s zum Erre.chen der stat.onaren 

50 ^TX^^ G.ucose-Dehydrogenase wird 200 ml ? -M = 2 m, .n^ei 28 ; 
gewachsenen Ubernachtkultur beimpft. Die Bakteriensuspens.on w.rd daraufhm be, 28 und 160 rpm b 
zum Erreichen einer optischen Dichte von 0,5 A^-E kultiviert. Im AnschluB w.rd das KulturgefaB we.tere 
16 h bei 42 0 inkubiert. 

55 a) LB-Medium: 



Figur 4: 



Figur 5: 



Figur 6: 

bla: 
to: 

0 L P L : 
Ori: 

Figur 7: 



Figur 8: 



Figur 9: 

Spur 1 : 
Spur 2-8: 
Spur 9: 
Figur 10: 



Spur 1 
Spur 2 
Spur 3 
Spur 4 



Figur 1 1 : 



Figur 12: 
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Casein, enzymatisch hydrolysiert 


10g 
5g 


Hefeextrakt 


NaCI 


5g 

15g 

7,5 g 
ad 1000 ml 


Agar (Festagar) 


(Weichagar) 


Aqua bidest. 
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PH-Wert mit 1,0 N NaOH auf 7,4 einstellen Antibiotika warden in folgenden Konzentrationen zugesetzt: 



Ampicillin: 


50 ug/ml 


Tetracyclin: 


20 ug/ml 



75 



b) Modifiziertes M9-Medium: 



M9-Salze 1 0-fach konzentriert 


10 ml 


20 % Glucoselosung 


5 ml 


1 M MgS0 4 


1 ml 


10 % Caseinhydrolysat 


5 ml 


Thiaminlosung (2 mg/ml) 


0,1 ml 


Aqua bidest. 


ad 1000 ml 



c) M9-Salze 1 0-fach konzentriert: 



Na 2 HP0 4 x 2 H 2 0 


75 g/l 


KH 2 PO* 


30 g/l 


NH4CI 


10 g/l 


NaCI 


5 g/l 



Beispiel 2 Praparation von X-Phagen 

35 

a) Plattenlysate 

Urn aus Phagensuspensionen mit niedrigem Titer eine groflere Anzahl rekombinanter Phaaen zu 
prapaneren, werden zunachst Plattenlysate hergestellt eKomo.nanter Phagen zu 

40 flh ZU 2T i WeCk Werd6n 1 ° 5 ' 1 ° 6 Pha9en in einem Volumen von 100 ul mit 100 ul einer 
40 Ubernachtkultur des Wirtsstammes E_coli NM 539 versetzt und zur Phagenadsorption u^beweat beiTz • 
-nkub.ert . Im Ansch.uB werden 3 ml 47-50' heiBer Weichagar zugegeben, gemTscht u ^ luf eL 
Festagarplatte verteilt. Nach 16stundiger Inkubation bei 37- wird die We chaaarsch IcT^LZT 

Sb^nd 6 "" : ird durch z r i,u9ation (1 ° min > bei 10 °°° ^ ^ " ^z^z^TZ 

<s aoSZrt em 63 Gef36 0berfUhrt ' 6ini9en Tr ° pfen Chloroform versetzt'und bei 4- 

b) Flussiglysate 

Die Gewinnung von Phagen in praparativem Mafistab erfolgt mit Hilfe von Flussiglysaten 

^t> ml LB-Flussigmedium, welches 10 mM MgSO* und 0 4 % Maltose Pnthait vwh ™i + ■ 

trre.chen von ca. 1,3 A578-E bei 37- mkubiert. Im AnschluB werden die Bakterien mit 10 6 Phaaen/ml 

SSSinT. 3" wa S rmes 0 L n B M T ""T^ ^ ^ be ' aSSen - Mit *" BaktlTwTd 
daraufhin 1 37 warmes LB-Medium .nokuliert und bis zum Eintreten der Lyse bei dieser Temn era t„r 

nTLlll U f ! U " g t inkubiert i ; Das Lvseereignis laBt sich durch einen rapiden Abfal. £ eXbSTS "78 
55 "^P^^'Phf^-^h verfo.gen. Nach Entfernen der Zel.debris durch Zentrifugation fur 15 min bei 
55 5000 rpm und 4 • konnen die Phagen im waBrigen Uberstand erhalten werden 
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Beispiel 3 Isolierung von Vektor-DNA 

Zentrifugation (15 min) werden die plasmidhaltigen Uberstande in neue 1.5 ml-Eppendorf Kunststotfgeta 

^ ^DNA wird mit Ethanol 10 min bei -20' gefallt und 15 min in der Zentrifuge sedimentiert. Im 
AnschluB wird sie zweimal mit 70 % Ethanol gespult und (im Exsikkator) getrocknet. 

Nach Aufnahme in 40 ul TE-Puffer (siehe unten) kann sie direkt fur d.e Transformat,on oder fur 

Restriktionsanalysen eingesetzt werden: 



Birnboim-Losung A; 



Birnboim-Losung B: 



25 



30 



25 mM Tris-HCl, pH 8,0 
50 mM Glucose 
10 mM EDTA 



0,2 M NaOH 
1 % SDS 



Birnboim-Losung C: 



TE-Puffer: 



35 



40 



3 M NaOAc/HOAc, pH 4,8 



10 mM Tris-Base 

1 mM HC1 
pH: 8,0 
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50 



55 



n^ft^ wird 30-40 min in Eis inkubiert. Danach werden 2 ml einer 2:1 (v/v) M.schung aus 10 /« 

.in/ml RNase A zuaeaeben und 45 min in Eis inkubiert. Zur DNA-haiiung wira aer 
S^^«iS?SSL Volumen 30 % PEG 6 000 in 1.5 M NaCI versetzt und weitere 30 mm mB. 

DNA wird mit Ethanol gefallt, gewaschen und getrocknet. Das Sed.ment w,rd in 1-2 ml TE Puffer gelost 
und die Plasmidausbeute spektralphotometrisch bei 260 nm bestimmt. 
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BeispieMk Praparation chromosomaler DNA aus Glucose-DH-bildenden Bacillus megaterium-Zellen 

000 mm e nnH n l e " en T T "V"™ Vollmedium Qewachsenen stationaren Kultur werden 10 min bei 5 

^ , J? ™ M 0 T C • P H 79 > aufgenommen; 40 mg Lysozym werden zugegeben und 45 min bei 37- 

JeTT" Z^:rT J % SDS ein9eStel,t ' mit 5 m 9 K versetzt und welre 30 min 

be, 37 belassen. Danach w.rd mehrfach mit TEgesattigtem Phenol und mehrfach mit Chloro- 

XreT" ° ° eXtrahiert " Nuklei "™ ™«™ "bBcher Weise geizT^tcten Z 

W , Z , U l^! yC,r0lySe " 0Ch vorhandener RNA wird das Sediment vorsichtig in 5 ml TE-Puffer resusoendiert 10 
ug/ml RNase zugefOgt und 30 min bei 37- inkubiert resuspendiert, 10 

37- ^PhSZ 9 I"* k, 3 ^^ ^ 1 % SDS UPd 50 U9/ml Proteinase K ein 9estellt und weitere 30 min bei 
37 behandelt. AnschheGend w.rd wie oben beschrieben mit Phenol und Chloroform/lsoamylalkohol extrl 

* SScS fu 9 n d n 4m g PUf,er dia ' ySiert - " Chr — DNA b -agt bei dC?£K, 

Beispiel 5: Ligierung von DNA 
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Die Bildung von Phosphodiesterbindungen zwischen benachbarten 3'-Hydroxyl- und s'-PhosohataruD- 
pen wird durch T4-DNA-Ligase katalysiert. mospnatgrup- 

Die Reaktion erfolgt in T4-DNA-Ligasepuffer mit einem 5fachen Oberschufi der zu inserierenden DNA 
gegenuber der Vektor-DNA. Das Volumen betragt 20 ul. mserierenaen una 

Bei DNA-Fragmenten mit einzelstrangig uberstehenden Enden wird die Ligierung 4-16 h bei 4- mit 1 U 
» EnJym p'ro^DNA ° ie ™ Coppelstrangigen EndenUlgt 4 n bei 20- ZVo U 

AnschlieSend wird das Reaktionsgemisch direkt fur die Transformation eingesetzt (Beispiel 6). 
T4-DNA-Ligasepuffer: 

30 0,4 mM ATP 

66 mM Tris-HCI, pH 7.6 
6,6 mM MgCI 2 
10 mM DTT 

36 Beispiel 6: Transformation von E. coli (Calciumchlorid-Methode) 

a) Herstellung kompetenter E. coli -Zellen 

fl7^f e !l i en i W ! rden - in 20 m ' LB " Medium bis z " m Erreichen einer optischen Dichte von ca 0 5 A 578 -E 
ta.ltiv.ert. Nach dem Uberfuhren in ein vorgekuhltes Zentrifugenrohrchen wird die Suspension 10 m n in 

di S"rr r rd 7 e " 10 min bei 8 000 ^ -dimentiert. NaTdem Sekanlre 

Zl^ I \T d ' e Ze " en mit 20 ml eiskalter ai M MgCI 2 -L6sung gewaschen und wie 
beschneben, zentr.fug.ert. Im AnschluS daran werden sie in 1 ml eiskalter 0 1 M CaCI 2 LSsung 
aufgenommen und mindestens 2 h in Eis belassen. Losung 

b) Transformation kompetenter E. coli -Zellen 

nZ J,'.f n n f0rm f l ! i0n W ! rde " 200 U ' kom P etente Zelle " "lit 50 ng Plasmid-DNA versetzt und 30 min in Eis 
gesteHt Daraufh.n w.rd der Ansatz 2 min im Wasserbad (42 • ) erhitzt (Hitzepuls). Nach Zugabe von 1 m" 
LB-Med.um w.rd 1 h bei 37° inkubiert (Erholungsphase) 

pJZZ£^Z£TSST W6rden ^ AnSCh ' Ufi Se,ek « vna ^ d - a-P'attiert. Die 
l Qr die Transformation des temperatursensitiven E. coli-Stammes N 100-pRK 248 cits werden alle 
lnkubat,onsschritte bei 28 • durchgefuhrt. Der Hitzepuls~e7fojgt 5 min bei 34 • . 

Beispiel 7: Radioaktive Markierung von DNA 

Radioaktiv markierte DNA-Fragmente mit einer spezifischen Aktivitat > 10* cpm/ug werden mit Hilfe 
ytkloS^eSr 6 ' ^ ("nick translation") in GegenwaJt von 
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Ansatz: 



0,2 ug DNA 

2 ul 10 x DNA Polymerase-Puffer 
5 je 1 Hi 1,2 mM dNTPs (Nukleotide 1-3) 

5 ui a 32 P-dNTP (3 000 Ci/mmol, 10 uCi/ul) (Nukleotid 4) 
0,5 ul DNase I (60 pg/ul) 

1 min bei 20° reagieren lassen und Zugabe von 
10 U DNA Polymerase I 

10 

10 x DNA Polymerase-Puffer: 



500 mM Tris-HCl, pH 7,8 
50 mM MgCI 2 
75 100 mM 0-Mercaptoethanol 

Di° e 5 Reattion erfolgt nach Zugabe von DNA-Polymerase I 2-4 h bei 14- und wird mit 20 u, 60 mM EDTA, 

u o r» n ^otnnnt Im AnschluB wird das Volumen mit H 2 0 auf 100 ul erhont. 
P ZurTntSnu g von nicht umgesetzten Nukleotiden werden die Proben mit 100 ul 5 M Ammon.umace- 
20 tatlosunq und 400^7 absolutem Ethanol versetzt, gemischt und 2 min in flussigem Stickstoff eingefroren. 
20 Se adioa'iv marktten DNA-Fragmente werden daraufhin 15 min in einer TischzenWuge sed.ment.ert. 
mit 70 % Ethanol gespult und getrocknet. Nicht umgesetzte Nukleotide ble.ben ,m Uberstand. 

Die DNA wTd?n 100 ul H 2 b aufgenommen und in der Folge fur Hybridisierungsexpenmente verwendet. 



25 Beispiel 8: Hybridisierung filtergebundener DNA 

Die Hybridisierung filtergebundener DNA erfolgt in Losungen mit 50 % Formamid. Zur Abdeckung 
unsDezifiscS B ndesLlen werden die mit DNA-Fragmenten beschichteten Nitrozellulosef.lter zusammen 
r^rL^rCpr.hybr.d.s.erungrtesuno luftblasenfrei in Plastikfolie eing.schwe.tt und 3 h be, 



30 42° inkubiert. 



Prahybridisierungslosung: 

50 % Formamid 
35 5fach konzentrierte Denhardts Losung 
5fach konzentriertes SSC (siehe unten) 
0,5 % SDS 

100 ug/ml tRNA aus Hefe 



40 Denhardts Losung: 



0,02 % BSA 

0,02 % Polyvinylpyrrolidon 
0,02 % Ficoll (Polysucrose) 

45 

SSC: 



50 



150 mM NaCI 

^S^t, £7un S chs, d, 8 m «,. TO . dopp^ig. DNA-Sonde durch ,0 nninO.^ 

ubergefuhrt. Mit dieser wird die Prahybridisierungslosung ersetzt und we.tere 20 h be. 42 mkubtert. 



55 Hybridisierungslosung: 
50 % Formamid 

5fach konzentrierte Denhardts Losung 
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5fach konzentriertes SSC 
0,5 % SDS 
10 mM EDTA 
100 ug/ml tRNA aus Hefe 
5 10 G cpm/ml radioaktiv markierte DNA 

St ""l Pe " r "' h 9 eb ""*>ner DNA M, die Filter nach de, Hybridisierung 2u „Schst mehrfach 

70 Beispiel 9: Enzymtest fur die Glucose-DH 

Fur diesen Test wird nicht-fluoreszierendes Chromatographiepapier mit 92 ml indikatorlosuna aleichma 
Big bespruht und im AnschluG bei 20° getrocknet. maiKaionosung gieichma- 

75 Indikatorlosung: 

60,5 ml Natriumphosphat-Puffer (0,12 M; pH 7,6) 
30 ml D-Glucose-Losung (10 % w/v) 
1,5 ml NAD + -L6sung (70 mg/ml) 



20 



25 



30 



35 



Sri^T? Chromat °9 ra P hi epapier wird vor der Durchfuhrung des Enzymtests auf die Grofie der 
Nahrbodenplatten zurechtgeschnitten (Durchmesser ca. 8 cm) 

p. ?™ h ! hrUnfl d6S TeStS bei Pha 9enlysaten werden die Platter, sofort nach Bildunq out sichtbarer 
idSf h ( J ° Pr °K Platte) Brutsch ™ k entnommen. Zunachst werden die PeWKSrfmaSS^d 
,den sch gekennze.chnete Testfilter deckungsgleich aufgelegt. Nach 2 min werden sie abgenommen im 
He.Gluttstrom getrocknet und im Anschlufi unter Licht der Wellenlange 366 nm betrachtet WuZ aktile 

wilrhT'n rl,"" TeSt " Rlter ° bertra9en ' S ° ,Mt SiCh an diesen Ste "- NAD + zu NADH Suz^en 
welches durch Fluoreszenz deutlich wahrgenommen werden kann. Mit Hilfe der Filtermarkierunqen werden 
daraufh.n positive Phagenklone auf der Nahrbodenplatte identifiziert und isoliert ,termark ' emn9en werden 

^nnt« DUrC J fi i hrUn9 dS " ^ b6i Bakterienkl °"en werden Zellen in identischer Weise auf zwei Nahrbo- 
denplatten ubertragen (100-200 Kolonien pro Platte). Wahrend eine der Flatten als Referenzltte dent 
master plate"), wh-d die andere fur den Enzymtest verwendet. Dabei werden die BalfcSSZSln^T 
fol.e transfenert und ca. 5 ul der Aufschlufllosung auf jede Kolonie pipetiert. Zur Lyse werden die S en To 
mm be. 20- ,n einer feuchten Kammer inkubiert. AnschlieGend wird wie oben beschneben eTn Te tfi,^ 
aufgelegt getrocknet und die Stelle der enzymatischen Reaktion identifiziert. Die entsprechenden positiven 
Baktenen der Referenzplatte konnen im Anschlufi zur Plasmidiso.ierung (Beispie, 3) JJ^ Zten 



Aufschlufllosung: 

100 mM Natriumphosphat-Puffer, pH 6.5 
40 20 mM EDTA 

5 mg/ml Lysozym 

Die Aktivitatsbestimmung erfolgt am Spektralphotometer bei 25 • 



45 



Testlosung: 

120 mM Natriumphosphat-Puffer, pH 7.6 
100 mM Glucose 
2 mM NAD + 

Die Angabe der Enzymaktivitat (U/ml) erfolgt in uMol Substratumsatz pro min. 

BeiSpiel 1Q: p ^paration der in E. coli N 100/pRK 248/pJH 115 exprimierten Glucose-DH 

Ein 10 I Laborfermenter wird mit 7,5 I LB-Medium beschickt, sterilisiert und im AnschluB mit 200 ml 
T^nTT7^ H U,tU ; deS Ub -P rodukti onsstammes beimpft. Die Aufzucht der Zellen ^LTL^tZ 
Beluftung. Nach dem Erreichen einer optischen Dichte von ca. 0,5 A 578 -E wird die Temoerat If 2 
erhoht und die Kultur weitere 5 h unter Beluftung inkubiert. Temperatur auf 42 

Zur Preparation der Glucose-DH werden die Bakterien (ca. 10 g Feuchtgewicht) sedimentiert und im 
Anschlu* durch Zermorsern mit der gleichen Menge AluminLoxidbei 4- aufges^^^ 

13 
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von 12 5 ml P 50 -Puffer (50 mM Kaliumphosphat. pH 6,5; 0,1 mM 2-Mercaptoethanol, 2 ^9 p h e nyl-Methyl- 
slonvmuorid und 50 ug DNase I wird 1 h bei 4' inkubiert. Die Entfernung des Alumm.umox.ds erfolgt 
LTh Sugln bei 8 000 rpm und 4. Der wassrige Uberstand wird sodann durch Zentnfugat,on be, 

15 °D?eTe., 3 rc h «^ -it 100 m. P.-Puffer versetzt und auf sine DE-52-Sau.e 

aufge ogen Nach Waschen mit 100 ml Psc Puffer werden Proteine mit Hilfe eines .inearen 
0 05 auf 0 5 M KCI in Pso Puffer eluiert und in Fraktionen von 5 ml gesammelt. Das E'^^™" 
betrSgt 1 I Zur Erstellung eines Elutionsprofils wird die Absorption bei 280 nm sow.e d.e Glucose-DH- 

Aktivitat in den einzelnen Fraktionen bestimmt. 

Die Ergebnisse der Proteinreinigung sind in folgender Tabelle zusammengefaGt 



20 



Reinigung der Glucose-DH 
Reinigungs- Gesamt- 

stufe aktivitat (U) Protein (mg) Aktxvitat (U/mg) 



75 ^ ^mt- Gesamt- Spezif ische 

Reinigungs- Gesamt- bebdmu F 



Bakterien- 52 800 

auf schluB 



1 130 46,7 



Ammonium- 

25 

sulf at- 
f allung 

30 DE-52-Saule 
( Fraktion 
58-68 ) 

35 



49 500 1 000 49,5 



6 880 29,4 234 



Zur Uberprufung der Homogenitat des Enzyms werden Proben auf einem 12,5 % SDS-Polyacrylamid- 
gel analysiert. 

Patentanspriiche QC 
40 Patentanspriiche fur folgende Vertragsstaaten : DE, CH, LI, FR, GB, IT, nl, &t 

1. DNA-Molekul, kodierend fur ein Po.ypeptid mit der biologischen Aktivitat ^X^ZZ'r 
Dehvdroaenase dadurch gekennzeichnet, dafi es die Sequenz gemafi Fig. 1 enthalt oder w d ese 
Se^enz'abgetitSe Mutanten, kodierend fur ein Polyoeotid, weiches die g.eiche Enzymakt.v.at w,e 

45 die des Polypeptids gemaB Fig. 2 aufweist. 

2. DNA-Molekul nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB es aus dem Genom eines Mikroorganis- 

mus, insbesondere Bacillus megaterium, stammt. 

50 3. DNA-Molekul nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB es eine Promoter-Sequenz von E. 

coli und / oder Bacillus megaterium enthalt. 

Plasmid mit der Bezeichnung pJH111 und der Hinterlegungsnummer DSM 4052P, enthaltend ein DNA- 
Molekul nach Anspruch 1 und ein Bacillus megaterium Promoter-System. 

P,asmid mit der Bezeichnung pJH115 und der Hinterlegungsnummer DSM 4051 P, enthaltend ein DNA- 
Molekul nach Anspruch 1 und ein E. coli Promoter-System. 



4. 
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6 



Transformierter Wirtsorganismus, dadurch gekennzeichnet, dafi er mindestens ein rekombinantes DNA- 
Molekul oder Plasmid nach einem der Anspruche 3 bis 5 enthSlt. mantes una 

7. Wirtsorganismus nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dafi er E. coli ist. 

8. Wirtsorganismus nach Anspruch 7 mit der Bezeichnung E. coli Nl00/pRK248/pJH1 15 und der Hinterle- 
gungsnummer DSM 4047, enthaltend das Plasmid gemafi Anspruch 5 

9 " quTz^m^V^ 10109 ' 30 " 6 ' 1 *" Glucose - D ^y^09ena Se und der Aminosaurese- 

10. Poiypeptid mit der biologischen AktivitMt des Enzyms Glucose-Dehydrogenase, dadurch gekennzeich- 
net, dafi es von emem DNA-Molekul nach Anspruch 2 codiert worden ist. Qexennzeich 

11. Verfahren zur Herstellung von Glucose-Dehydrogenase durch Kultivierung eines mit rekombinanter 
p ^nsform ( erten mikrobiellen Wirtsorganismus in einem Nahrmedium und Jierung 1" zu 
Expression gebrachten Polypeptide, dadurch gekennzeichnet, dafi ein Wirtsorganismus gemafi e nem 
der Anspruche 6 bis 8 eingesetzt wird. y gemais einem 

12. Verwendung eine Polypeptides nach Anspruch 9 Oder 10 zur enzymatischen Glucosebestimmung. 
Patentanspriiche fur folgenden Vertragsstaat : ES 

1 " DN?^Tn Jnr r m H T te ' IUn , 9 T„ Glucose - D ^y^ogenase durch Kultivierung eines mit rekombinanter 
f™ k h T m ' krob,Gllen Wirtsorganismus in einem Nahrmedium und Isolierung der zur 
Expression gebrachten Polypeptide, dadurch gekennzeichnet, dafi ein Wirtsorganismus eingesetzt wird 
tid^t IT ; ek ° m h bina r n DNA - Molek0 ' oder « transformiert wurde'we.che « Z Zy P T P - 
aema F^ 1 T^ h Emym8 Gluc °^-Dehydrogenase kodiert und die DNA-Sequenz 

gemafi F g 1 enthalt oder von d.eser Sequenz abgeleitete Mutanten, die fur ein Poiypeptid kodieren 
das d,e gleiche Enzymaktivitat wie die des Polypeptids gemafi Fig. 2 aufweist. Koaieren, 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafi das DNA-Molekul mit dem der Wirtsorqanis- 
mus transformiert wurde, aus dem Genom eines Mikroorganismus, insbesondere BacNIus m£2Z. 

3. Verfahren nach Anspruche 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dafi das DNA-Molekul eine Promoter- 
Sequenz von E. coli und/oder Bacillus megaterium enthalt. promoter 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dafi ein Plasmid mit der 
Beze,chnung P JH1 15 und der Hinterlegungsnummer DSM 4051 P eingesetzt wird. 

5 ' COTS' 6 " " aCh 6inem AnSprUche 1 bis 4 ' dadurch gekennzeichnet. dafi der Wirtsorganismus E. 

" ^TuZ^aZZ iV" d f d H urc ^ ek f— ich -t, dafi der Wirtsorganismus mit der Bezeichnung E. 
coli N100/pRK248/pJH1 15 und der Hinterlegungsnummer DSM 4047 eingesetzt wird. 

un7TfT 9 8ineS POlypeptides ' das die biologische Aktivitat des Enzyms Glucose-Dehydrogenase 

lit, ^nM A a o eSeqUenZ 9emae Fi9 ' 2 3UfWeiSt ° der d3S VOn einem DNA-MolekOI kodiert wurde 
welches die DNA-Sequenz gemafi Fig. 1 enthalt oder von dieser Sequenz abgeleitete Mutanten die «3 
em Poiypeptid kodieren, das die gleiche Enzymaktivitat wie die des Polypeptids genTafi Fg 2 auteist 
zur enzymatischen Glucosebestimmung. 9 aurweist, 

Claims 

55 Claims for the following Contracting States : CH, DE, FR, GB, IT, LI, NL, SE 

1. DNA molecule coding for a polypeptide having the biological activity of the enzyme glucose de- 
hydrogenase, characterized in that it contains the sequence shown in Fig. 1, or mutants derived from 
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this sequence and coding for a polypeptide which has the same enzyme activity as that of the 

polypeptide shown in Fig. 2. 

2. DNA molecule according to Claim 1, characterized in that it originates from the genome of a 
5 microorganism, in particular Bacillus megaterium. 

3. DNA molecule according to Claim 1 or 2, characterized in that it contains a promoter sequence from E. 

coli and/or Bacillus megaterium. 

10 4 Plasmid having the name P JH1 1 1 and the depository number DSM 4052P, containing a DNA molecule 
according to Claim 1 and a Bacillus megaterium promoter system. 

5. P.asmid having the name pJH115 and the depository number DSM 4051 P, containing a DNA molecule 
according to Claim 1 and an E. coli promoter system. 

6. Transformed host organism, characterized in that it contains at least one recombinant DNA molecule or 
plasmid according to one of Claims 3 to 5. 

7. Host organism according to Claim 6, characterized in that it is E. coli. 

8. Host organism according to Claim 7, having the name E. coli N100/pRK248/ P JH1 15 and the depository 
number DSM 4047, containing the plasmid according to Claim 5. 

9. Polypeptide having the biological activity of the enzyme glucose dehydrogenase and the amino acid 

25 sequence shown in Fig. 2. 

10. Polypeptide having the biological activity of the enzyme g.ucose dehydrogenase, characterized in that it 
has been encoded by a DNA molecule according to Claim 2. 

30 11 Process for the preparation of glucose dehydrogenase by cultivation, in a nutrient medium, of a 
30 mSo fa, host orgasm which has been transformed with recombinant DNA, an d ^. o^e 

polypeptides whose expression has been brought about, characterized in that a host organism 

according to one of Claims 6 to 8 is used. 
35 12. Use of a polypeptide according to Claim 9 or 10 for the enzymatic determination of glucose. 
Claims for the following Contracting State : ES 

1 Process for the preparation of glucose dehydrogenase by cultivation, in a nutrient medium, of a 
mSobfal host organism which has been transformed with recombinant DNA, and isolation of the 
polypeptides whose expression has been brought about, characterized in that . host organism is used 
which has been transformed with a DNA molecule or a plasmid coding for a polypeptide which has the 
Z^S^X^e enzyme g.ucose dehydrogenase and containing the DNA sequence shc .wnin 
Fig. 1, or mutants derived from this sequence and coding for a polypeptide which has the same 

45 enzyme activity as that of the polypeptide shown in Fig. 2. 

2 Process according to Claim 1, characterized in that the DNA molecule which has been used to 
trLnsSrm' e hos't organism originates from the genome of a microorganism, in particular Bacillus 

megaterium. 

3. Process according to Claim 1 or 2, characterized in that the DNA molecule contains a promoter 
sequence from E.coli and/or Bacillus megaterium. 

4. Process according to one of the Claims 1 to 3, characterized in that a plasmid having the name pJH 
55 115 and the depository number DSM 4051 P is used. 

5. Process according to one of the Claims 1 to 4, characterized in that the host organism is E.coli. 
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6 ' N?oTRK24fl/nimi? ^ h 5, Ch3raCteri2ed in that the host or 9 a " ism having the name E.coli 
Nl00/pRK248/pJH115 and the depository number DSM 4047 is used. 

7. Use of a polypetide which has the biological activity of the enzyme glucose dehydrogenase and the 
s ammo acid sequence shown in Fig.2, or has been coded by a DNA molecule which contains the DNA 

sequence shown in Fig. 1, or mutants derived from this sequence and coding for a polypeptide which 
has the same enzyme activity as that of the polypeptide shown in Fig. 2, for the enzymatic 
determination of glucose. ' 

10 Revendications 

Revendications pour les Etats contractants suivants : CH, DE, FR, GB, IT, LI, NL, SE 

1. Molecule d'ADN codant pour un polypeptide ayant I'activite biologique de I'enzyme glucose dehydro- 
genase, caracterisee en ce qu'elle contient la sequence selon la Figure 1 ou des mutants derives de 
cette sequence, codant pour un polypeptide qui presente la meme activite enzymatique que celle du 
polypeptide selon la Figure 2. 

2. Molecule d'ADN selon la revendication 1, caracterisee en ce qu'elle provient du genome d'un 
microorganisme, en particulier Bacillus megaterium . 

3. Molecule d'ADN selon la revendication 1 ou 2, caracterisee en ce qu'elle contient une sequence 
promoteur d E. Coli et/ou de Bacillus megaterium . 

4. Plasmide designe par pJH1 1 1 et depose sous le numero DSM 4052P, contenant une molecule d'ADN 
selon la revendication 1 et un systeme promoteur de Bacillus megaterium . 

5. Plasmide designe par pJH115 et depose sous le numero DSM 4051 P, contenant une molecule d'ADN 
selon la revendication 1 et un systeme promoteur d'E. Coli. 

30 6. Organisme hole transforme, caracterise en ce qu'il contient au moins une molecule d'ADN recombinant 
ou un plasmide selon une des revendications 3 a 5. 

7. Organisme hote selon la revendication 6, caracterise en ce qu'il s'agit de E. Coli. 

35 8. Organisme hote selon la revendication 7, appele E. Coli N100/pRK248/pJH1 15 et depose sous le 
numero DSM 4047, contenant le plasmide selon la revendication 5. 

9. Polypeptide ayant I'activite biologique de I'enzyme-glucose dehydrogenase et la sequence d'acides 
amines selon la Figure 2. 
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10. Polypeptide ayant I'activite biologique de I'enzyme glucose-deshydrogenase, caracterise en ce qu'il est 
code par une molecule d'ADN selon la revendication 2. 

11. Procede de preparation de glucose-deshydrogenase par culture d'un organisme hote microbien 
transforme avec de I'ADN recombinant dans un milieu nutritif et isolement des polypeptides amenes a 
I express.on, caracterise en ce qu'on utilise un organisme hote selon une des revendications 6 a 8. 

12. Application d'un polypeptide selon la revendication 9 ou 10 a la determination enzymatique glucose, 
so Revendications pour I'Etat contractant suivant : ES 

1. Procede de preparation de glucose-deshydrogenase par culture d'un microorganisme hote microbien 
transforme avec un ADN recombinant dans un milieu nutritif et isolement du polypeptide amene a 
I expression, caracterise en ce qu'on utilise un organisme hote qui a ete transforme avec une molecule 
d ADN recombinant ou un plasmide, qui code pour un polypeptide ayant I'activite biologique de 
I enzyme glucose-deshydrogenase et qui contient la sequence d'ADN selon la Figure 1 ou des mutants 
derives de cette sequence, qui codent pour un polypeptide qui presente la meme activite enzymatique 
que celle du polypeptide selon la Figure 2. 
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w 5. 
6. 

15 7. 



Precede selon la revendication 1, caracterise en ce que la molecule d'ADN avec laquelle I'organisme 
note a ete transforme provient du genome d'un microorganisme, en particulier Bacillus megater.um . 

Procede selon les revendications 1 ou 2, caracterise en ce que la molecule d'ADN contient une 
sequence promoteur de E. Coli et/ou de Bacillus megaterium . 

Procede selon rune des revendications 1 a 3, caracterise en ce que I'on utilise un plasmide appele 
pJH1 15 et depose sous le numero DSM 4051 P. 

Procede selon I'une des revendications 1 a 4, caracterise en ce que I'organisme note est E^Coli. 

Procede selon la revendication 5, caracterise en ce qu'on utilise I'organisme note appele B_Coli 
N100/pRK248/pJH115 et depose sous le numero DSM 4047. 

Application d'un polypeptide qui presente I'activite biologique de I'enzyme glucose-deshydrogenase et 
fa Squence d'acides amines selon ,a Figure 2 ou est code par une molecule d'ADN qu. content -a 
sequence d'ADN selon la Figure 1 ou des mutants derives de cette sequence qu, cedent pour un 
polypeptide presentant la mime activite enzymatique que celle du polypept.de selon la Figure 2, pour 
la determination enzymatique du glucose. 
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FIG-1 ONA-Sequenz des Glucosedehydrogenase-Gens 

aus Bacillus megaterium 



ATG-TAT-ACA-GAT-TTA-AAA-GAT-AAA-GTA-GTT-GTA-ATT- 

ACA-GGT-GGA-TCA-ACA-GGT-TTA-GGA-CGC-GGA-ATG-GCT- 

GTT-CGT-TTC-GGT-CAA-GAA-GAA-GCA-AAA-GTT-GTT-ATT- 

AAC-TAT-TAC-AAC-AAT-GAA-GAA-GAA-GCT-CTA-GAT-GCG- 

AAA-AAA-GAA-GTA-GAA-GAA-GCA-GGC-GGA-CAA-GCA-ATC- 

ATC-GTT-CAA-GGC-GAT-GTA-ACA-AAA-GAA-GAA-GAC-GTT- 

GTA-AAT-CTT-GTT-CAA-ACA-GCT-ATT-AAA-GAA-TTT-GGT- 

ACA-TTA-GAC-GTA-ATG-ATT-AAC-AAC-GCT-GGT-GTT-GAA- 

AAC-CCA-GTT-CCT-TCT-CAT-GAG-CTA-TCT-CTA-GAT-AAC- 

TGG-AAC-AAA-GTT-ATT-GAT-ACA-AAC-rTA-ACA-GGT-GCA- 

TTC-TTA-GGA-AGC-CGT-GAA-GCA-ATT-AAA-TAC-TTC-GTT- 

GAA- AAC -GAC - ATT- AAA-GGA- AAT-GTT- ATC - AAC - ATG-TCT- 

AGC-GTT-CAC-GAA-ATG-ATT-CCT-TGG-CCA-TTA-TTT-GTT- 

CAC-TAC-GCA-GCA-AGT-AAA-GGC-GGT-ATG-AAA-CTA-ATG- 

ACG-GAA-ACA-TTG-GCT-CTT-GAA-TAT-GCG-CCA-AAA-GGT- 

ATT-CGC-GTA-AAT-AAT-ATT-GGA-CCA-GGT-GCG-ATG-AAC- 

ACA-CCA-ATT-AAC-GCA-GAG-AAA-TTT-GCA-GAT-CCA-GAA- 

CAA-CGT-GCA-GAC-GTA-GAA-AGC-ATG-ATT-CCA-ATG-GGT- 

TAC-ATC-GGT-AAA-CCA-GAA-GAA-GTA-GCA-GCA-GTT-GCA- 

GCA-TTC-TTA-GCT-TCA-TCA-CAA-GCA-AGC-TAT-GTA-ACA- 

GGT-ATT-ACA-TTA-TTT-GCA-GAT-GGC-GGT-ATG-ACG-AAA- 

TAC-CCT-TCT-TTC-CAA-GCA-GGA-AGA-GGC-TAA-TAG 
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FIG. 2 Aminosaure - Sequenz des Expressionsproduktes 
von pJH111 bzw. pJHH5. 



Met-Tyr-Thr-Asp-Leu-Lys-Asp-Lys-Val-Val-Val-Ile- 

Thr-Gly-Gly-Ser-Thr-Gly-Leu-Gly-Arg-Ala-Met-Ala- 

Val-Arg-Phe-Gly-Gln-Glu-Glu-Ala-Lys-Val-Val-Ile- 

Asn-Tyr-Tyr-Asn-Asn-Glu-Glu-Glu-Ala-Leu-Asp-Ala- 

Lys-Lys-Glu-Val-Glu-Glu-Ala-Gly-Gly-Gln-Ala-Ile- 

Ile-Val-Gln-Gly-Asp-Val-Thr-Lys-Glu-Glu-Asp-Val- 

Val-Asn-Leu-Val-Gln-Thr-Ala-Ile-Lys-Glu-Phe-Gly- 

Thr-Leu-Asp-Val-Met-Ue-Asn-Asn-Ala-Gly-Val-Glu- 

Asn-Pro-Val-Pro-Ser-His-Glu-Leu-Ser-Leu-Asp-Asn- 

Trp-Asn-Lys-Val-Ile-Asp-Thr-Asn-Leu-Thr-Gly-Ala- 

Phe-Leu-Gly-Ser-Arg-Glu-Ala-Ile-Lys-Tyr-Phe-Val- 

Glu-Asn-Asp-Ile-Lys-Gly-Asn-Val-Ile-Asn-Met-Ser- 

Ser-Val-His-Glu-Met-Ile-Pro-Trp-Pro-Leu-Phe-Val- 

His-Tyr-Ala-Ala-Ser-Lys-Gly-Gly-Met-Lys-Leu-Met- 

Thr-Glu-Thr-Leu-Ala-Leu-Gly-Tyr-Ala-Pro-Lys-Gly- 

Ile-Arg-Val-Asn-Asn-Ile-Gly-Pro-Gly-Ala-Met-Asn- 

Thr-Pro-Ile-Asn-Ala-Glu-Lys-Phe-Ala-Asp-Pro-Glu- 

Gln-Arg-Ala-Asp-Val-Glu-Ser-Met-Ile-Pro-Met-Gly- 

Tyr-Ile-Gly-Lys-Pro-Glu-Glu-Val-Ala-Ala-Val-Ala- 

Ala-Phe-Leu-Ala-Ser-Ser-Gln-Ala-Ser-Tyr-Val-Thr 

Gly-Ile-Thr-Leu-Phe-Ala-Asp-Gly-Gly-Met-Thr-Lys 

Tyr-Pro-Ser-Phe-Gln-Ala-Gly-Arg-Gly 
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FIG. 3 



Restriktionskarte des Plasmid-Vektors 
pJH107. 
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FIG. 4 



Restriktionskarte des Plasmid-Vektors 
pJH108. 
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FIG. 5 Sequenzierungsstrategie des 1126 bp- Fragments 
aus pJHIII 
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FIG. 6 



Konstruktion des Plasmid - Vektors p J H 115 



EcoRI BamHI Hindm 




BamHI 
BamHI 



aus pJH 111 



Hind III 



Clal Hindm 
I I 
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Proteinsequenzvergteich zwischen Glucose- OH, 
basierend ouf 1100 bp- Fragment (a), und 
Glucose -OH, basierend auf 2100 bp -Fragment 
(b ; bekannte Sequenz). 



Me t - Tyr-Thr - Asp - Leu - Ly s - Asp- Ly s - Val - Val - Val -He 
Thr-Gly-Gly- 

Met-Tyr-Lys-Asp-Leu-Glu-Gly-Lys-Val-Val-Val-Ile- 
Thr-Gly-Ser- 

Ser-Thr-Gly-Leu-Gly-Arg-Ala-Met-Ala-Val-Arg-Phe- 
Gly-Gln-Glu- 

Ser-Thr-Gly-Leu-Gly-Lys-Ser-Met-Ala-Ile-Arg-Phe- 
Ala-Thr-Glu- 

Glu- Al a-Lys -Val -Val- I le-Asn-Tyr-Tyr-Asn-Asn-Glu- 
Glu-Glu-Ala- 

Lys-ala-Lys-Val-Val-Val-Asn-Tyr-Arg-Ser-Lys-Glu- 
Asp-Glu-Ala- 
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FIG. 8 



Wachstums- und Expressionskurve 
von E.coli N100/pRK2(,8/pJH115. 
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FIG. 9 



Uberproduktion von Glucosedehydrogenase 
in E. cod N100/pRK248/pJH115. 
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FIG.10 



Autoradiogramm der Hybridisierung chromo- 
somaler ONA aus Bacillus megaterium mit dem 
radioaktiv markierten 1100 bp- ONA-Fragment 
aus pJHIII bzw. pJH 115 nach 12 h Exposition. 
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FIG. 11 Restriktionskarte von pJH211 
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FIG. 12 Restriktionskarte von pJH215 
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